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1 - Introdução
O biodiesel brasileiro é obtido principalmente a 

partir da soja (78 %), e da gordura bovina (19%) (ANP, 
2016). Isto ocorre porque nem todas as matérias primas 
disponíveis apresentam uma composição de ácidos graxos 
adequada para gerar um biodiesel que atenda as
especificações exigidas no Regulamento Técnico nº 3/2014, 
que integra a Resolução ANP Nº 45, de 25.8.2014 - DOU
26.8.2014 

Apesar da crescente utilização do biodiesel e dos 
benefícios oriundos do novo produto, problemas que 
dificultam o dia a dia dos revendedores e consumidores 
ainda são comuns. A queixa atual se concentra na borra 
formada em tanques de armazenamento e no reservatório do 
filtro. Com aspecto  viscoso, a borra faz com que os filtros 
fiquem entupidos e tenham que ser trocados com maior 
freqüência1. 

Os principais problemas causados pela atividade 
microbiana são a formação de biofilmes (na interface 
óleo/água e sobre as paredes dos tanques) e a corrosão 
influenciada por microorganismos (CIM) das estruturas 
metálicas12 . Também os processos de degradação química
podem ser acelerados pela presença de microrganismos. 

A biodeterioração do combustível, entretanto, é mais 
problemática em sistemas de armazenamento com baixa 
rotatividade, onde o combustível permanece armazenado 
por um período superior a 30 dias3. Em sistemas de 
combustíveis com taxas de rotação mais rápida, o risco de 
dano ao sistema de armazenamento é substancialmente 
maior do que o risco de biodeterioração do produto2.

 Considerando-se as dimensões territoriais brasileiras 
e a complexidade da logística de distribuição e entrega do 
biodiesel nas distribuidoras, estudos de evolução da vida de 
prateleira e da estabilidade ao armazenamento do biodiesel 
são de fundamental importância4

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a 
susceptibilidade de biodieseis derivados de duas diferentes 
matérias prima (soja e sebo) e de um biodiesel composto 
pela mistura de ambas (mistura soja/sebo) á contaminação 
microbiana em condições de armazenamento simulado na 
presença e ausência de fase aquosa livre.   

2 - Material e Métodos
Neste estudo foram utilizados biodieseis metílicos 

100% soja com antioxidante (A), 65% soja e 35% sebo (B), 
e 100% sebo (C) recebidos de produtores nacionais pelo 
INT (com certificados de qualidade conforme Regulamento 
Técnico 04/2012, em vigor na época do estudo). Após 
recebidos, estes combustíveis permaneceram em suas 
bombonas originais lacradas, sem "head-space". Após 60 
dias as bombonas foram abertas e novos ensaios de 

conformidade. As análises foram realizados pelo LACOL-
INT, LACOR-INT e LABIO-PUC/RIO a cada 10 dias por 
um período de  90 dias. As amostras  referentes aos testes 
de 0, 30, 60 e 90 dias foram enviadas ao LABBIO
UFRGS/RS para avaliação de susceptibilidade á 
contaminação microbiana. Para a realização dos testes, as 
amostras dos diferentes tempos amostrais (0, 30, 60 e 90 
dias de armazenamento) foram misturadas devido a 
necessidade de um volume maior para a avaliação da 
suscetibilidade microbiana, formando uma amostra única 
(amostra composta) para cada tipo de biodiesel avaliado.
Salientamos que, as amostras referentes aos tempos 30, 60 e 
90 dias de biodiesel 100% soja e do biodiesel (65% soja e 
35% de sebo ) (B) na ocasião dos testes, encontravam-se 
fora da especificação no que diz respeito aos parâmetros 
estabilidade oxidativa e teor de água, enquanto o biodiesel 
de 100% sebo apresentou uma não conformidade referente 
a seu índice de acidez (Cenário que reproduz os 
armazenamentos de longos períodos onde os problemas de 
degradação são mais expressivos). 

A susceptibilidade á degradação microbiana para 
tipo de biodiesel testado foi determinada através da análise 
do peso seco da biomassa formada durante um período de 
60 dias de armazenamento simulado em microcosmos de 
vidro contendo óleo e água, mantidos ao abrigo da luz e em 
temperatura ambiente - expostas ao calor e à umidade do
laboratório. Frascos de vidro com capacidade para 150 mL 
foram utilizados como microcosmos, simulando tanques de 
armazenamento de combustíveis. Cada microcosmos 
recebeu 5 mL de uma fase aquosa ( meio mineral Bushnel 
Hass (g. L-1: KCl , 0,7 , KH2PO4 , 2,0 ; Na2HPO4 , 3,0; 
NH4NO3 , 1,0) estéril com  pH 7,2, ou pH 5,0. e 50 mL de 
combustível.  Foram avaliados dois níveis de contaminação, 
RECEBIDO: sem adição de inóculo e outro 
CONTAMINADO com adição inóculo na concentração de 
105 UFC.mL-1 . O inóculo foi composto pelo fungo 
filamentoso Aspergillus niger variedade tubingensis, 
isolado de uma mistura diesel/biodiesel (B5) e identificado 
por exame macroscópico e molecular (amplificação das 
regiões ITS-5.8S-ITS2 usando primers ITS-1 e ITS-4, 
seguida por sequenciamento em um Amersham MegaBACE 
1000 system usando o protocolo padrão da Brazilian 
Genome Network). Os microcosmos foram preparados em 
triplicata para um teste destrutivo e incubados no escuro em 
temperatura ambiente (20°C ± 3°C). Os tempos amostrais 
foram 0, 7, 14, 21, 30 e 60 dias.

Foram utilizados dois tipos de controle, (a) somente 
o biodiesel sem adição de água ou inóculo e (b) biodiesel 
sem adição de água e com inóculo. A contaminação 
microbiana do combustível "como recebido" foi 
determinada de acordo com a Norma IP385 (Standard IP, 
1999). 
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A susceptibilidade dos biodieseis a contaminação 
microbiana foi avaliada através da biomassa formada na 
interface dos microcosmos. A formação de biomassa na 
interface óleo água foi avaliada através da técnica 
gravimétrica (peso seco mg.L-1), no tempo final de 60 dias.

3 Resultados
O desenvolvimento microbiano ocorreu em todos os 

biodieseis onde foi adicionada uma fase aquosa, porém 
foram detectadas diferenças entre o volume de biomassa 
formada entre os três biodieseis estudados.   

Ao final de 60 dias de avaliação, observou-se que o 
peso seco médio da biomassa formada na interface dos 
frascos (tratamentos contendo fase aquosa) foi de 3.298 
mg.L-1; 2.655,4 mg.L-1; e 1.398,3 mg.L-1 respectivamente 
para os biodieseis 100% soja,  65% soja 35% sebo e  100% 
sebo. Foi verificada diferença significativa (p<0,001) no 
volume de biomassa formada entre todos os biodieseis 
(Figuras 1 e 2).   

Figura 1: Aspecto dos frascos experimentais com  
biodiesel (100% soja) com nível de contaminação 
microbiana conforme recebido e com fase aquosa (meio 
BH) pH (7). Detalhe da seta, mostrando a biomassa 
formada na interface óleo-água. 

Na ausência de água livre não foi observado 
desenvolvimento microbiano na forma de biomassa, mesmo 
naqueles microcosmos propositalmente inoculados com A.
niger. O peso seco da biomassa formada nos frascos 
contendo fase aquosa foi até 5,6 vezes superior àquela 
formada nos frascos sem fase aquosa para os biodieseis 
100% soja e para o biodiesel misto 65% soja/35% sebo. 
Para o biodiesel 100% sebo, esta diferença foi um pouco 
menor, 3,2 vezes (Figura 2). No biodiesel 100% sebo, no 
entanto e em alguns casos no biodiesel misto soja/sebo os 
valores de biomassa estimados, principalmente nos frascos 
sem água, mostraram grande variação entre as réplicas. Isto 
ocorreu provavelmente devido a tendência do biodiesel de 
sebo a formar cristais em temperatura ambiente. Neste 
sentido, o peso seco estimado para os frascos sem fase 
aquosa deve-se provavelmente á presença de material 
particulado, tais como cristais de sebo e ao próprio óleo que 
pode ficar aderido aos filtros do que propriamente á 
formação de biomassa. O fungo Aspergillus niger cultivado 
sob as mesmas condições, apresentou maior formação de 
biomassa em biodiesel 100% soja, que por este motivo foi 
considerado o biodiesel mais susceptível a contaminação 
fúngica, seguido pela mistura de biodiesel 65% soja e 35% 

sebo.  O biodiesel 100% sebo apresentou o menor volume 
de biomassa, sendo considerado menos susceptível á 
degradação nas condições de ensaio. 

Figura 2: Valores de biomassa média formada nos frascos 
com biodiesel 100% soja (SO) 100% sebo bovino (SE) e 
misto 65% soja e 35% sebo bovino (SS) durante 60 dias. 
Letras diferentes indicam que as médias diferem estatisticamente entre si 
pelo, Teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 Deve-se alertar ao fato de que ao entrar em 
contato com água livre durante seu armazenamento, o 
desenvolvimento de uma biomassa na interface óleo/água 
será iniciado.  Neste sentido, destaca-se a discussão sobre 
medidas que promovam a inserção de parâmetros para 
contaminação microbiana e o estabelecimento de medidas 
para o seu controle dentro das normas que definem a 
qualidade deste combustível, a fim de garantir a integridade 
do produto desde a produção ao armazenamento.  

4- Conclusões
 A presença de água livre foi fundamental para o 
desenvolvimento microbiano uma vez que nenhuma 
formação de biomassa foi observada nos frascos onde não 
houve a adição de fase aquosa. O combustível é um veículo 
importante na contaminação microbiana, sendo que 
biodiesel de soja foi considerado mais suscetível ao 
crescimento do fungo em teste, seguido pelo da mistura 
soja-sebo e biodiesel de sebo. 
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